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Detection of Potyvirus on Patchouli Plant (Pogostemon cablin (Blanco)
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ABSTRACT
Mosaic symptoms were observed on Patchouli (Pogostemon cablin) around North
Kolaka and Kolaka, Southeast Sulawesi during surveys in early 2012. Indirect-ELISA based
detection was conducted using symptomatic leaf samples. The objective of the research was
to determine disease incidence of Potyvirus in several farms of Patchouli plant in Southeast
Sulawesi. The results showed that Patchouli plant (Pogostemon cablin) was found to be
infected with Potyvirus disease showing mosaic symptoms and malformation on the leaf
samples i.e. in Amotowo and Boro-Boro Villages of subdistrict Boro-Boro, and Landabaro
Village, Mowila subdistrict of South Konawe regency; Asinua Village of subdistrict Unaaha,
Lambuya district of subdistrict Lambuya, and Bungguosu district, Konawe subdistrict of
Konawe regency; and Anduonohu district, Poasia subdistrict of Kendari regency. This is the
first report on Potyvirus infection on patchouli in Southeast Sulawesi.Keywords: Inderect-ELISA, mosaic, Potyvirus, Pogostemon cablin
1PENDAHULUANNilam (Pogostemon cablin (Blanco)) adalahtanaman penghasil minyak atsiri yang dikenaldengan minyak nilam (patchouli oil) yangsangat bermanfaat sebagai bahan fiksatif padaindustri parfum, kosmetik, bahan obat-obatandan pestisida. Sebagai penghasil minyak atsiri,nilam menjadi komoditas ekspor nonmigasyang menghasilkan devisa bagi negara. Hanyasebagian kecil minyak nilam yang digunakandi dalam negeri, sebagian besar justrudiekspor ke mancanegara (Rukmana, 2004).Peluang ekspor minyak nilam yang cukupbesar menjadi pendorong bagi petani diIndonesia termasuk di Sulawesi Tenggarauntuk membudidayakan nilam. Beberapatahun terakhir tanaman nilam terlihat cukupintensif dibudidayakan oleh petani di SulawesiTenggara, walaupun harga hasil produksi baikdalam bentuk bahan kering tanaman maupunminyak atsiri kasar mengalami fluktuasi.
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Seperti halnya tanaman lain, nilam jugadiperhadapkan pada masalah infeksi virus.Natsuaki et al. (1994) melaporkan bahwa
Potyvirus pada tanaman nilam telah dideteksidi beberapa kebun penelitian pertanian diJepang dengan gejala dari hampir tidak adaatau hanya sedikit belang sampai mosaik.Noveriza et al. (2011) juga melaporkanadanya Potyvirus pada tanaman nilam yangbergejala mosaik pada beberapa sampel yangdiperoleh dari Bogor. Sementara itu belumpernah ada laporan mengenai keberadaanpenyakit virus pada pertanaman nilam diSulawesi Tenggara, sehingga padapertengahan bulan April 2012 dilakukanlahstudi pendahuluan terbatas yang berlokasi diKabupaten Kolaka dan Kolaka Utara untukmendeteksi keberadaan virus nilam tersebut.Hasil studi pendahuluan menunjukkan bahwabeberapa sampel tanaman nilam ditemukanbergejala mosaik yang merupakan gejala khastanaman terinfeksi virus dan terlihat sejak dipembibitan sampai di lapang. Selain itu jugaditemukan tanaman nilam yang mengalamikekerdilan atau malformasi daun, dan
54 TAUFIK ET AL. J. AGROTEKNOSdideterminasi gejala tersebut merupakangejala lanjut tanaman terinfeksi oleh virus.Setelah dilakukan uji serologi di laboratorium,tanaman yang bergejala tersebut ternyatapositif terinfeksi virus dari kelompok
Potyvirus dan Fabavirus (Taufik et al., 2012).Keberadaan virus pada tanaman nilam iniperlu dideteksi agar dapat dilakukanpengendalian sedini mungkin karena infeksivirus khususnya kelompok Potyvirus dapatmenyebabkan tanaman nilam mengalamipenurunan produksi dan kadar minyak(Noveriza et al., 2012).Salah satu teknik serologi untukmendeteksi keberadaan virus pada tanamanadalah dengan teknik Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) denganberdasarkan pada mekanisme antigen danantiserum. Interaksi antara keduanya dalamsumuran ELISA akan memberikan petunjukpositif keberadaan virus dalam jaringan dauntanaman nilam yang diuji. Beberapa hasilpenelitian melaporkan penggunaan teknikELISA untuk mendeteksi keberadaan virusdalam tanaman diantaranya yaitu mendeteksikeberadaan Cucumber mosaic virus dan Chilli
veinal mottle virus (Taufik et al., 2005a, 2005b,2007, 2010) dan Tobacco mosaic virus (Taufik
et al., 2011) pada tanaman cabai sertamendeteksi Patchouli mottle virus padatanaman nilam (Hartono dan Subandiyah,2006). Penelitian ini dilakukan bertujuanuntuk mendeteksi keberadaan dan sebaran
Potyvirus pada tanaman nilam dengan teknikELISA di Sulawesi Tenggara.
BAHAN DANMETODE
Pengambilan Sampel di Lapangan.Pengambilan sampel tanaman nilam dilakukanpada lokasi-lokasi yang menjadi sentrabudidaya tanaman nilam di daerah SulawesiTenggara. Tanaman nilam yang dikoleksi darilapang adalah tanaman yang menunjukkangejala khas virus seperti gejala mosaik ataumalformasi daun (Gambar 1). Daun tanamanyang telah diambil dimasukkan ke plastiksampel dan selanjutnya dimasukan ke kotakpendingin kemudian dibawa ke laboratoriumuntuk diuji secara serologi.
Penyiapan Sampel. Tahapan inimenggunakan beberapa sampel daun tanamanyang diambil pada tanaman nilam asal
lapangan maupun tanaman uji kisaran inang.Sampel daun tanaman dikompositkankemudian dicacah dan ditimbang sebanyak 0,5g kemudian dimasukkan ke kantong plastik,setelah itu ditambahkan dengan larutan buffer
Indirect Sample Extraction sebanyak 5 mL laludigerus dengan menggunakan alat penggerus,sap tanaman yang diperoleh dari hasil gerusandaun tanaman uji digunakan sebagai antigen
Potyvirus.
Pengujian pada Plat Mikrotiter. Platmikrotiter sebelum digunakan terlebih dahuludiinkubasi dalam kotak plastik yang lembapselama 1 jam pada suhu ruang. Selanjutnyadimasukkan sap tanaman sebagai antigen kedalam lubang sumuran plat mikrotitersebanyak 100 µL per lubang. Disertakan jugakontrol positif Potyvirus siap pakai dankontrol negatif berupa larutan bufferekstraksi, masing-masing sebanyak 100 µL persumuran kemudian plat mikrotiterdiinkubasikan kembali dalam kotak plastikyang lembap selama 1 jam pada suhu ruang.Setelah itu plat mikrotiter dicucimenggunakan larutan PBST sebanyak 8 kali.Penyiapan antibodi dilakukan 10 menitsebelum digunakan, dengan melarutkan 100µL antibodi ke dalam 10 mL buffer ECI(1:100). Setelah itu, antibodi tersebutdimasukkan ke sumuran plat mikrotitersebanyak 100 µL per lubang. Plat mikrotiterkemudian diinkubasi dalam kotak plastiklembap selama 2 jam pada suhu ruang. Setelahproses inkubasi selesai, plat mikrotiter dicucidengan larutan PBST sebanyak 8 kali.Penyiapan antibodi kedua yaitu enzimkonjugat (Alkaline Phosphatase Enzyme
Conjugate) dipersiapkan 10 menit sebelumdigunakan, dengan melarutkan 100 µLantibodi ke dalam 10 mL buffer ECI (1:100).Setelah itu, antibodi tersebut dimasukkan kesumuran plat mikrotiter sebanyak 100 µL perlubang. Plat mikrotiter kemudian diinkubasidalam kotak plastik lembap selama 1 jam padasuhu ruang. Setelah itu, plat mikrotiter dicucilagi dengan PBST sebanyak 8 kali. Selanjutnyamemasukkan tablet PNP (P-Nitrophenyl
Phosphatase) ke dalam larutan buffer PNP (1tablet/5 mL) dan dicampur secara merata.Sebanyak 100 µl larutan PNP dimasukkan kelubang plat mikrotiter dan diinkubasi dalamkotak plastik lembap selama 60 menit padasuhu ruang. Pengamatan perubahan warna
Vol. 4 No.1, 2014 Deteksi Potyvirus Pada Nilam 55dilakukan pada setiap lubang sumuran platmikrotiter setelah pemberian substrat PNP.Jika terjadi perubahan warna menjadi kuning(dibandingkan dengan kontrol negatif), berartisampel tersebut positif terinfeksi denganvirus. Data hasil pengamatan ditabulasi dandinarasikan.
HASIL DAN PEMBAHASANBerdasarkan hasil deteksi serologimenggunakan uji I-ELISA diketahui bahwatanaman nilam yang terdapat di beberapawilayah pengambilan sampel, telah positifterinfeksi oleh Potyvirus (Tabel 1), denganvisualisasi warna hasil pengujian I-ELISAadalah kuning agak terang (+), kuning (++),hingga kuning terang (+++) (Gambar 1).Tabel 1. Visualisasi hasil pengujian I-ELISA sampel tanaman nilamLokasi Pengambilan Sampel Visualisasi WarnaKabupaten Konawe SelatanDesa Alebo, Kecamatan KondaSampel 1 -Sampel 2 -Sampel 3 -Sampel 4 -Sampel 5 -Desa Amotowo, Kecamatan Boro-BoroSampel 1 +Sampel 2 +++Sampel 3 +++Sampel 4 +++Sampel 5 +++Desa Boro-Boro, Kecamatan Boro-BoroSampel 1 +++Sampel 2 +++Sampel 3 +++Sampel 4 +++Sampel 5 +++Desa Landabaro, Kecamatan MowilaSampel 1 -Sampel 2 +++Sampel 3 +++Sampel 4 +++Sampel 5 +++Kabupaten Kolaka Timur (Kelurahan Lalolae) -Kota Kendari (Kelurahan Anduonohu)Sampel 1 +++Sampel 2 ++Sampel 3 +++Kabupaten KonaweKelurahan Lambuya Kecamatan Lambuya +++Desa Asinua Kecamatan Unaaha ++Kelurahan Bungguosu Kecamatan Konawe ++Keterangan: - = tidak ada perubahan warna, + = perubahan warna kuning agak terang, ++ = perubahanwarna kuning, +++ = perubahan warna kuning terang
56 TAUFIK ET AL. J. AGROTEKNOSDeteksi serologi Potyvirus sebagaipenyebab penyakit mosaik pada tanamannilam dilakukan guna mendeteksi keberadaandan penyebaran Potyvirus di beberapa sentrapenanaman nilam di Sulawesi Tenggaraseperti Kabupaten Kolaka, Kolaka Utara,Konawe, dan Konawe Selatan. Metode serologiyang digunakan adalah metode ELISA yaituIndirect ELISA atau ELISA tidak langsung.
Gambar 1. Visualisasi hasil uji I-ELISA sampelnilam. A1 = Kontrol positif; B1 =Kontrol negatif; A2, B2, C2, D2, E2 =sampel asal Desa Amotowo; F2, G2, H2,A3, B3 = sampel asal Desa Boro-Boro;D3, E3, F3, G3, C4 = sampel asal DesaLandabaro; C3, H3, A4, B4, D4 = sampelasal Desa Alebo; E4 = sampel asalBogor; F4, E5, C6 = sampel asalKelurahan Anduonohu; G4 = sampelasal Kelurahan Bungguosu; C5 =sampel asal Kelurahan Lalolae; D5 =sampel asal Desa Asinua; D6= sampelasal Kelurahan Lambuya
Gambar 2. Gejala infeksi Potyvirus pada tanamannilam di lapangan. A, B, C, dan D(Mosaik lemah), E, F, G, dan H (Mosaik
berat), I (Malformasi daun/Leaf
cupping/berbentuk seperti mangkok.Berdasarkan hasil uji serologi diketahuibahwa tanaman nilam yang diperoleh darilapangan dan bergejala mosaik, baik mosaiklemah (mild mosaic) maupun berat (severe
mosaic) serta gejala malformasi daun (leaf
cupping atau daun berbentuk sepertimangkok) seperti yang ditunjukkan padaGambar 2, menunjukkan positif terinfeksi
Potyvirus. Hal ini ditandai dengan adanyaperubahan warna menjadi kuning padasampel yang diuji. Wilayah-wilayahpengambilan sampel tanaman nilam yangdimaksud meliputi wilayah Desa Amotowodan Boro-boro Kecamatan Boro-Boro, DesaLandabaro Kecamatan Mowila KabupatenKonawe Selatan; Desa Asinua KecamatanUnaaha, Kelurahan Lambuya KecamatanLambuya, dan Kelurahan BungguosuKecamatan Konawe Kabupaten Konawe; sertaKelurahan Anduonohu Kecamatan Poasia KotaKendari, dengan tingkat kekuningan warnahasil pengujian adalah kuning agak terang (+),kuning (++), hingga kuning terang (+++),sedangkan wilayah Desa Alebo, KecamatanKonda, Kabupaten Konawe Selatan danKelurahan Lalolae, Kabupaten Kolaka Timurbelum terdeteksi ada Potyvirus yangmenginfeksi sampel tanaman nilam.Menurut Wahyuni (2005) bahwaperbedaan intensitas perubahan warna padahasil uji ELISA dapat mencerminkankonsentrasi partikel virus yang terkandungdalam sap, sehingga intensitas warna kuningyang lebih terang mengindikasikan bahwapada sap tersebut terkandung partikel virusyang lebih banyak dibanding denganintensitas warna kuning yang lebih rendah,namun pada dasarnya semua sampel yangmenunjukkan perubahan warna menjadikuning adalah positif mengandung Potyvirus.
SIMPULANTeknik I-ELISA yang digunakan berhasilmembuktikan keberadaan Potyvirus padatanaman nilam bergejala mosaik danmalformasi daun yang terdapat di SulawesiTenggara yaitu Kabupaten Konawe Selatandan Kota Kendari.
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